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(57) Zusammenfassung 

Ein Verfahren zur Steigerung von Enzym-Aktivitaten und der Syntheseleistung von Organismen wird beschriebcn, 
welches dadurch gekennzeichnet ist, daB man dicselben mit inaktivierten Elicitoren-haltigen Mikroorganismen, Fragmen- 
ten derselben oder Exkretionen Elicitoren-haltiger Mikroorganismen in Kontakt bringt, mit der MaBgabe, daB man zur 
Steigerung von Enzym-Aktivitaten und der Syntheseleistung nicht-mikrobieller Organismen inaktivierte Elicitoren-haltige 
Bakterien, Fragmente derselben oder Exkretionen Elicitoren-haltiger Bakterien verwendet Das erfindungsgema&e Verfah- 
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kroorganismen zu erhfihen. 



LEDIGLICH ZUR INFORMATION 

Code, die zur Idendfizierung von PCT-Vtertragsstaaten auf den Kopfbdgen der Schriften, die intemationale 
Anmeldungen geznfiss dem PCT veroffentlichen. 


AT OsteiTeich 
AU Aostnlien 
BB Barbados 
BE Belgian 
BG Bulgarian 
BJ Benin 
BH Brasflien 

CF Zentxale Aftikonisehe Republic 
CG Kongo 
CH Schweiz 
CM Eameran 

BE Deutschland, Bundesrepublik 
DK Dfinemait 
FI Finnland 


FR Frmnfcreich 
GA Gabun 

GB Vereinigtes Kfinigreich 
HIT Ungam 
IT Italiea 
JP Japan 

KP Demokntische VoikxrepubUlc Korea 
KB Republik Korea 
U Liechtenstein 
LK Sri Lanka 
LU Luxemburg 
MC Monaco 
MG Madagascar 
ML MaU 


MR Mauri tanien 
MW Malawi 
NL Niedrrfindc 
NO Norwegen 
RO RumUnten 
SB Sudan 
SE Schweden 
SN Sencgnl 

SU Soviet Union 
TD Tschad 
TG Togo 

US Verelnigte Staaten von Amerika 



WO 89/06687 


4 


PCT/EP89/00015 


Verfahren zur Steigerung von Enzym-Aktivitaten und 
der Syntheseleistung von Organismen 


Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Steigerung von Enzym-Aktivitaten und 
der Syntheseleistung von Organismen, welches dadurch gekennzeichnet ist, dafl 
man dieselben mit inaktivierten Elicitoren-haltigen Hirkoorganismen , Fragmenten 
derselben Oder Exkretionen Elicitoren-haltiger Mikroorganismen in Kontakt 
bringt, mit der MaBgabe, daB man zur Steigerung von Enzym-Aktivitaten und der 
Syntheseleistung nicht-mikrobieller Organismen inaktivierte Elicitoren-haltige 
Bakterien, Fragmente derselben oder Exkretionen Elicitoren-haltiger Bakterien 
verwendet. 

Elicitoren sind bekanntlich mikrobielle Oder pflanzliche Wirkstoffe, die mit 
Geweben hoherer Pflanzen in Kontakt gebracht, deren Enzym-Aktivitaten und 
Syntheseleistung steigern. Die so in diesen Pflanzen akkumulierten Inhalts- 
stoffe werden, wenn sie antimikrobiell sind als Phytoalexine bezeichnet 
(Naturwissenschaften li # 1981, 447ff, Adv. Enzymol. ££» 1983, iff und 
Spektrum der Wissenschaft XL. 1985, 85ff ) . 

Gegenwartig sind mehr als 100 Verbindungen, die der Phytoalexindefinition ge- 
nugen, aus verschiedenen Pflanzenarten isoliert worden. Sie gehoren ver- 
schiedenen Naturstoff gruppen an wie Terpenoiden, Linolensaurederivaten , 
Acetylenen und Polyacetylenen t Bibenzylen, Stilbenen, Phenanthrenen und Dihy- 
drophenanthrenen , Benzofuranen und Phenolbenzof uranen , Furocumarinen , Avenalu- 
minen, Flavanen, Phenylbenzofuranen, Benzoxazinonen, Alkaloiden, Isoflavonoiden 
(Brooks and Watson, Nat. Prod. Reports 2, 1985, 427). 

Eine technische Anwendung hat diese Elicitoren-Wirkung bislang nicht gefunden. 
Dies hat mehrere Grunde: Es ist von wenigen Ausnahmen abgesehen bislang nicht 
mdglich, Zellen hoherer Pflanzen unter wirtschaftlich vertretbaren Bedingungen 
in Submerskulturen zu vermehren. Elicitoren in der Fermentation mittels Mikro- 
organismen anzuwenden, schien a priori zwecklos zu sein, da man nach der vor- 
herrschenden Lehrmeinung uber die Wirkungsweise von Elicitoren (Albersheim P. 
und Darvill A. G. Spektrum der Wissenhaft, H, 1985, 85) davon ausgehen mufite, 
dafi diese die Enzymaktivitat und die Stoffwechselvorgange in Mikroorganismen 
nicht beinflussen. 
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Bemerkenswert ist auch. daB nach geltender Lehrmeinung Bakterien eine Phyto- 
alexinbildung bei Pflanzen nur auslosen konnen, indem sie, wie zum Beispiel 
Vertreter der Gattung Erwinia, mittels bestimmter Enzyme CPektinasen) aus der 
pflanzlichen Zellwand EXicitoren (Oligogalakturonide) freisetzen, die als endo- 
gene EXicitoren die Phytoalexinbildung stimulieren. 

Es wurde nun gef unden, daB Verbindungen und Zellpraparationen von Mikroorganis- 
men, die im folgenden als Elicitoren bezeichnet werden, uberraschenderweise 
doch in der Lage sind, in Mikroorganismen Enzymaktivitaten und deren Synthese- 
leistung zu steigern. Daruberhinaus wurde gef unden, daB es auch Bakterien gibt, 
die Elicitoren enthalten, welche keine Enzyme Oder nutritive Faktoren sind. 

Das erfindungsgemafle Verfahren kann grundsatzlich mittels isolierten Oder syn- 
thetisierten Elicitoren durchgefuhrt werden, dies ist aber in der Regel viel zu 
aufwendig, Es genugt, wenn man inaktivierte Elicitoren-haltige Mikroorganismen 
verwendet, oder Fragmente dieser Mikroorganismen, wie zum Beispiel Zellwand- 
fraktionen, Zellfragmente mechanisch aufgeschlossener Oder chemisch bzw. enzy- 
matisch lysierter Zellen Oder durch Hilfsstoffe, wie zum Beispiel Ethanol oder 
Aceton prazipitierte Zellinhaltsstoffe . Inaktivierte Mikroorganismen sind im 
Sinne der Erfindung solche, die auf Dauer ihre Lebensfihigkeit verloren haben. 

Wenn der Mikroorganismus Elicitoren in die Kulturbruhe abgibt, oder nach Lysis 
oder Sterilisation wasserlosliche Elicitoren-haltige Zellinhaltsstoffe bildet, 
so kann man auch diese Elicitoren-haltigen Exkretionen der Mikroorganismen zur 
DurchfOhrung des erfindungsgemaBen Verfahrens verwenden. Jede Form Elicitoren- 
haltigen Produkts von Mikroorganismen eignet sich zur Durchfuhrung des erfin- 
dungsgemaBen Verfahrens. 

Mikroorganismen, von denen bekannt ist, daB sie Elicitoren besitzen sind unter 
anderem die in der nachfolgenden Ta belle 1 aufgelisteten Pilzstamme und Hefen: 
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T a b e 1 1 e 1 


Alternsria carthami 
Botrytis cinerea (ATCC 40345* 

Ceratocystis fimbriata 
Ceratocystis ulmi 
Chondrosteroum purpureum 
Cladosporium fulvum (ATCC 44961) 
Colletotrichum lindemuthianum (ATCC 52471) 
Fusarium solani 

Fusarium solanif spmori (ATCC 44934) 
Ganoderma applanatum 
Glomerella cmgulata 

Helminthsporium carbonum ( ATTC 52471 ) 
Monilinia fructicola 
Nectria haematocoeca 
Phoraa exigua 

Phytophthora cannabivora 
Phytophthora capsici (ATCC 52771) 
Phytophthora infectans (ATCC 44776) 
Phytophthora megasperma var glycinea 
Phytophthora infectans 
Phytophthora megasperma 
Phytophthora nicotian© 

Puccinia coronata 
PyricuXarxa oryzae (ATCC 15923) 
Saccharomyces cerevisiae 
VerticiXXium albo-atrum 
VerticiXXium dahXiae (ATCC 26289) 


Arch. Bioch.Biop, 221 * 1904, 136 
Physiol. Plant Pathol. U. t977, 207 
PhyXochemistry 21 * 1904,759 
Phytochemistry 23 . 1984,303 
j.Chem.Soc. Perkin Trans I, 1984, 1434J 
PhysioX. PXant Pathol. 1£. 1980 J 391 
Eur. J. Biochem. J 21 * 1903,593 
Plant Physiol, it, 1984,033 
Nat. Prod. Rep. 2, 1905, 439 
Phytochemistry 22 . 1983,1039 
PhysioX. Plant. Pathol. 21. 1982,171 

2 Naturforsch. Sect. C 22. 1983, 899 
J. Am. Chem. Soc. ,li. *962, 1919 
Phytochemistry 22 * 1983, 2291 
Phytochem. 21 • 1982,1018 
Z.Naturf. Sect. C. 22. 1984,217 
Physiol. Plat. Pathol. J2. 1981. 379 
Phytochem. 22* 1904,537 
Arch. Bloch. Bioph-222* 1904,136 
Phytpathol. 2* 21 * 1956, 237 
j . Biol. Chem. 211 * 1984,11341 
Phytopathology XI. 1901. 864 
Physiol. Plant Pathol. 22* 1982, 109 
Agric. Biol. Chem. i2* 1984, 253 
Plant Physiol. 22* 1978, 107 
Nat. Prod. Rep. 2» 1985.429 
ATCC-Katalog . 16. Aufl. 1984 
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In eigenen Versuchen warden proteolytisch mittels Trypsin gereinigte Zellwand 
praparate von Gram-positiven Bakterienstammen der Gattungen Bacillus* Coryne- 
bacterium, Brevibacterium, Cellulomonas , Lactobacillus, Pimelobacter » Rhodo- 
coccus and Staphylococcus and in Wasser hitzesterilisierte Mikroorganismen 
dieser Gattungen und deren Filtrate daraufhin untersucht, ob sie Elicitoren 
besitzen. In der nachfolgenden Tabelle 2 sind die Bakterienstamme aufgefuhrt, 
in denen Elicitoren nachgewiesen werden konnten. 

Tabelle 2 

Bacillus licheniformis ATCC 9945 
Bacillus purailus ATCC 7061 
Brevibacterium butanicum ATCC 21196 
Brevibacterium flavum ATCC 13026, ATCC 14067 
Brevibacterium lactof ermentum ATCC 13655 
Brevibacterium glutamingenes ATCC 13747 
Brevibacterium ammoniagenes ATCC 6872 
Corynebacterium hydrocarboclastum ATCC 15592 
Corynebacterium nephridii ATCC 11425 
Corynebacterium paurometabolum ATCC 8368 
Corynebacterium lilium ATCC 15990 
Corynebacterium striatum ATCC 6940 
Corynebacterium xerosis ATCC 373 

Corynebacterium diphtheriae (Stamm Mass. 8/Behring Werke) 
Corynebacterium melassecola ATCC 17965 
Corynebacterium glutamicum ATCC 13032 
Corynebacterium uratoxidans ATCC 21749 
Lactobacillus casei subsp. rhamnosus ATCC 7469 
Lactobacillus plantarum DSM 20174 
Pimelobacter tumescens A3 1460 
Rhodococcus fascians ATCC 12975 

Rhodococcus fascians 1 * Isolat von Prof. Dr. Stolp, Univ. Bayreuth 
Rhodococcus fascians 2 - Isolat von Prof. Dr. Stolp* Univ. Bayreuth 
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Im Rahmen der vorliegenden Erfindung wurden bislang nur Bakterienstamme weniger 
Gattungen von Gram-positiven Eubacterien daraufhin untersucht, ob sie 
Elicitoren besitzen . ■ Auch unter den Pilzstammen inklusive der Hefen wurden - 
soweit man den Vorpublikationen entnehmen kann - meist nur solche auf das Vor- 
handensein von Elicitor-Aktivitaten untersucht, von denen bekannt ist, daB sie 
phytopathogen sind. Es ist deshalb zu erwarten, daB zusatzlich noch zahlreiche 
Mikroorganismen, wie zum Beispiel Bakterien der tSattungen Mycobacterium,. 
Nocardia, Nocardioides Oder Pseudonocardia aufgefunden werden konnen, die 
ebenfalls Elicitoren besitzen. 

Die Prufung von Mikroorganismen auf Elicitor-Aktivitat kann problemlos mittels 
der ublichen Screening-Versuche, wie sie dem Fachmann gelaufig sind durchge- 
fuhrt werden. 

So kann man beispielsweise in Reihenversuchen die Mikroorganismen, deren 
Enzymaktivitat Oder Syntheseleistung gesteigert werden soli, in Submerskulturen 
anzuchten, den einzelnen Kulturen inaktivierte Mikroorganismen unterschied- 
licher Spezies oder Subspezies zusetzen und nach erfolgter Fermentation analy- 
tisch ermitteln in welchen Kulturen eine Steigerung von Enzymaktivitaten Oder 
der Syntheseleistung erzielt wird. Eine Steigerung von Enzymaktivitaten der 
Mikroorganismen erkennt man beispielsweise daran, daB man bei der fermentativen 
Umwandlung von Substraten eine erhohte Bildungsgeschwindigkeit des - Oder er- 
hohte Ausbeute an - Verf ahrensprodukt erzielt. Entsprechend kann eine gestei- 
gerte Syntheseleistung der Mikroorganismen beispielweise an einer erhohten Bil- 
dungsgeschwindigkeit des - oder erhohten Ausbeute an - Inhaltsstof f en des Mi- 
kroorganismus erkannt werden. 

Wie die bislang durchgef uhrten Versuche, die in den Ausf uhrungsbeispielen naher 
beschrieben werden, zeigen, scheint das erfindungsgemaBe Verfahren zur 
Steigerung von Enzym-Aktivitaten oder der Syntheseleistung von Mikroorganismen 
sehr vielseitig anwendbar zu sein. So konnte durch Zugabe von Zellwandprapara- 
tionen von in der Tabelle 2 aufgefuhrten Mikroorganismen die Farbstof f bildung 
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des Streptomyces lividans { Actinorhodin , Prodigiosin) , sowie die Farbstoffbil- 
dung des Streptomyces coelicolor, des Streptomyces griseoruber, des Strepto- 
myces latericius, des Streptomyces purpurascens und des Streptomyces violaceus 
stimuliert werden. Ferner war es moglich, die Bildung von 0-Lactam- Antibiotika 
des Streptomyces clavuligerus und die Alkaloidsynthese von Claviceps paspali zu 
stimulieren. 

Fine derartige Steigerung der Syntheseleistung von Hikroorganismen wird man 
nicht nur mitteis der Zellpraparationen von den in der Tabelle 2 aufgef uhrten 
Bakterien erzieien konnen, sondern es ist zu erwarten, daB auch mitteis Elici- 
toren-haligen Pilzen und Hefen, wie sie in der Tabelle 1 aufgefuhrt sind, eine 
Steigerung von Enzymaktivitaten und der Syntheseleistung von Hikroorganismen 
erzielt werden kann. 

a 

Es gelang ferner mit Hilfe von Zellwandpraparationen von in der Tabelle 2 auf- 
gefuhrten Hikroorganismen in Zellkulturen hoherer Pflanzen, wie Eschscholtzia 
californica Oder Rauvolfia serpentina eine signifikante Steigerung der 
Alkaloidbildung zu erzieien. * 

Weiterhin gelang es mit Hilfe dieser Zellwandpraparationen, die Fahigkeit von 
Bacillus lentus, Steroide in der 1,2-Position zu dehydrieren, und die FShigkeit 
von Rhodotorula glutinis, 1 7-Ketosteroide selektiv zu reduzieren, und die 
Fahigkeit von Penicillium raistrickii, Steroide in der 15a-Position zu hydroxy- 
lieren, deutlich zu steigern. Erfolglos blieb bislang lediglich der Versuch, 
mit Hilfe dieser Zellwandpraparation die Fahigkeit von Curvularia lunata zur 
1 10-Hydroxylierung von Steroiden zu steigern. 

Diese Versuche lassen die Hoffnung berechtigt erscheinen, daB es mit Hilfe de& 
erfindungsgemaBen Verfahrens moglich sein wird, auch die Bildung zahlreicher 
anderer gewerbsmaBig nutzbarer mikrobieller Inhaltsstoffe zu stimulieren und 
weitere Enzymaktivitaten von Hikroorganismen, die technisch nutzbar sind, zu 
steigern. 
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Derartige mikrobielle Inhaltsstoffe sind beispielsweise Antibiotika, wie die 
Penicillin©, Cephalosporin© , Cyclosporine, Actinomycine , Gramicidin© , 

Neomycine, Gentamycine, Nystatine, Tetracycline, Nikomycine Oder das Linco- 
mycin, das Erythromycin, das Chloramphenicol, das 6riseofulvin Oder die 
Fusidinsaure u.a., Mutterkornalkaloide , wie das Ergocryptin, das Ergotamin, das 
Ergosin, das Ergocristin, das Ergocornin, das Agroclavin, das Chanoclavin, das 
Festuclavin, . die Paspalinsaure Oder die Lysergsiure-Derivate , Vitamine, wie das 
Vitamin B 12, das Riboflavin Oder das B-Carotin, Enzyme wie die Amylasen, 
Glucoseisomerasen , Proteasen, Pectinasen, Cellulasen, Lipasen, Penicillin- 
acylasen, Chitinase Oder die Lactase, Nucleoside, wie die Guanylsaure Oder 
Inosylsaure Oder beispielsweise auch Aminosauren, wie das Cystein, die 
Glutaminsaure , das Tryptophan, Oder das Lysin. 

Grundsatzlich sollte es auch moglich sein, bei genetisch veranderten 
Hikroorganismen , die endogene Oder exogene Proteinbildung zu steigern. Solche 

nutzbaren Proteine sind nicht nur die bereits erwahnten Enzyme und Antibiotika, 

i 

sondern auch beispielsweise Interferon, Insulin, Erythropoitin und TNF. 

Hikroorganismen, die wegen ihrer Enzymaktivita ten technisch angewendet werden, 
sind beispielsweise in folgenden Publikationen beschrieben: 

W. Charney and H. Herzog: Microbial Transformations of Steroids; Academic 
Press, New York etc. 1967 

K. Kieslich: Microbial Transformations of Non-steroidal Cyclic Compounds; 6eorg 
Thieme Publ. Stuttgart (DE), 1976 und 

K. Kieslich: Biotransf orma tions ; in H. J. Rehm und G. Reed ( Herausgeber ) : Bio- 
technology: Weinheim (DE) etc. Vol 6a, 1984. 

Derartige Mikroorganismen sind unter anderem solche, die Steroidtransformati- 
onen wie die 11a-, 110- Oder 15a-Hydroxylierung, die ^-Dehydrierung , 17a, 170- 
-Ketoreduktionen , Oder den Seitenkettenabbau von Sterinen Oder Antibiotika- 
transformationen, wie Penicillinspaltung bewirken. 
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Es ist nicht unwahrscheinXich, daB es mit HiXfe des erfindungsgemaBen Ver- 
fahrens gelingen konnte, neue technisch verwertbare mikrobieXXe InhaXtsstoffe, 
Wie zum Beispiel neue Antibiotika aufzufinden, indem man den zu testenden 
Mikroorganismen inaktive EXicitoren-haXtige Mikroorganismen zusetzt. Diese 
Hoffnung ist deshalb nicht unbegrundet, weil bekannt ist, daB zahlreiche hohere 
PfXanzen PhytoaXexine nur dann in nennenswerten Mengen biXden, wenn sie mit 
Elicitoren-haltigen Mikroorganismen infiziert sin'd. 

Die Bestimmung, weXcher Elicitoren-haltige Mikroorganismus die Enzymaktivitaten 
Oder die SyntheseXeistung eines bestimmten Mikroorganismus steigert, erfoXgt 
mitteXs konventioneXXer hethoden, die dem Fachmann geXaufig sind. 

Die Durchfuhrung des erfindungsgemaBen Verfahrens ist, soweit es die Fermenta- 
tion mitteXs Mikroorganismen betrifft, fur den Fachmann unprobXematisch. Der 
Mikroorganismus, dessen Enzymaktivitat Oder dessen SyntheseXeistung gesteigert 
werden soXX, wird unter den bekannten Bedingungen angezuchtet; dann setzt man 
der KuXtur die inaktivierten EXicitoren-JiaXtigen Mikroorganismen , Fragmente 
derseXben, ZeXXextrakte derseXben Oder Exkretionen derseXben zu und setzt die 
Fermentation wie ObXich fort. Die Zugabe der inaktivierten Mikroorganismen, der 

Fragmente Oder Extrakte dieser Organismen Oder der Exkretionen von 

♦ 

EXicitoren-haXtiger Mikroorganismen kann bereits zu Fermentationsbeginn 
erfoXgen. Die optimaXe Zugabezeit ist naturgemaB von der Art des angezuchteten 
Mikroorganismus abhangig, insbesondere vom VerXauf seiner exponentieXXen 
Wach s tumsphase und muB im EinzeXfaXX ermitteXt werden. So erweist es sich bei 
Bakterien beispieXsweise oft aXs zweckmaBig, diese Zugabe 4 bis 30 Stunden nach 
Fermentationsbeginn durchzufuhren. Bei der Zugabe inaktivierter Mikroorganismen 
Oder Fragmente derseXben verwendet man pro Kubikmeter Fermentationsbruhe 
ublicherwei.se 1 bis 1000 g (vorzugsweise 10 bis 200 g) inaktivierten 
Mikroorganismus odor 0,1 bis 100 g (vorzugsweise 1 bis 30 g) des Fragments 
dieses Organismus. Verwendet man Exkretionen von Elicitoren-haltigen Mikroorga- 
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nismen so wird es in der Regel ausreichend sein, pro Kubikmeter Fermentations- 
volumen 1 bis 50 1 der Exkretions-Losung anzuwenden. Wenn das erfin'dungsgemaBe 
Verfahren dazu dient, die Enzymaktivitat eines Mikroorganismus , der zur enzyma- 
tischen Umwandlung von Substraten angewendet wird, zu steigern, wird man die 
Zugabe des Substrates in der Regel 0 bis 10 Stunden nach erfolgter Zugabe des 
Elicitoren-haltigen inaktivierten Mikroorganismus Oder dessen Fragmenteh Oder 
Exkretionen beginnen. 

Die optimalen Fermenta tionsbedingungen sind von der Art des verwendeten Mikro- 
organismus, dem verwendeten Nahrmedium, der Fermentationszeit , der Art und 
Henge des Elicitoren-haltigen Materials etc. abhangig; sie mussen im Einzelfall 
durch Vorversuche, wie sie dem Fachmann gelaufig sind, ermittelt werden. 

Zur Herstellung der inaktivierten Elicitoren-haltigen Mikroorganismen werden 
diese unter den ublichen Bedingungen angezuchtet, sodann durch Zentrif ugieren 
Oder Filtration von der Kulturbruhe getrennt, gewunschtenfalls gewaschen und 
nochmals isoliert. Zur Inaktivierung der Mikroorganismen konnen unterschied-. 
liche Vbrfahren angewendet werden. 


Mogliche Inaktivierungsmethoden bestehen darin f . auf diese Mikroorganismen 
typische Zellgifte, wie Ethylenoxide , Formaldehyd, Ozon, Ouecksilberverbin- 
dungen, organische Losungsmittel, wie Methanol, Ethanol Oder Aceton einwirken 
zu lassen Oder die Mikroorganismen durch Erhitzen auf 90° bis 140° durch 
Einwirkung extremer Druckdif ferenzen (Desintegration) , Einwirken hochfrequenter 
elektrischer Felder Oder durch UV-Bestrahlung , Bestrahlen mit y-Strahlen Oder 
Ultraschalleinwirkung abzutoten. Die Bedingungen, unter denen die Inaktivierung 
durchgefuhrt werden kann, sind dem Fachmann wohl bekannt. (K.H. Wallhauser, H. 
Schmidt: Sterilisation, Desinfektion, Konservierung, Chemotherapie , Georg 
Thieme Verlag, Stuttgart (DE), 1967). 
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Fragmente Elicitoren-haltiger Mikroorganismen kann man beispielsweise durch 
Lysieren der Mikroorganismen durch Einwirken von osmotischen Schock Oder 
Temperaturschock, durch Autolyse der Mikroorganismen, durch Behandeln der 
Zellen mit Ultraschall Oder durch Zerreiben der Mikroorganismen mit Glasperlen, 
Glasstaub oder Quarzsand und anschlieBendem dif ferenzierten Zentrifugieren er- 
halten (Hughes, O.E. .Wimpenny, J.W.T.and Lloyd, 0.: The disintegration of 
micro-organisms. In: Methods in Microbiology, Vol13, (Norris, J. R. and 
Ribbons, O.W. , eds.) pp. 1 -54 , Academic Press, New York, London, 1971 J. 

Aus diesen Zellfragmenten konnen beispielsweise durch Trypsin-Behandlung 
gereinigte Zellwandfraktionen dargestellt werden. Die bereits erwahnten und in 
den nachfolgenden Ausfuhrungsbeispielen verwendeten Zellwandfraktionen wurden 
nach dem von Schleifer und (Candler (Arch.Mikrobiol. 51, 1967, 335-365) 
beschriebenen Verfahren hergestellt. 

Andererseits ist es aber auch moglich, aus wasserldslichen Zellbestandteilen 
durch Ausfallen .beispielsweise mit Ethanol Oder Aceton Elicitoren-haltige 
Prazipitate herzustellen (Kocourek, J. and Ballou', C-E., J. Bacteriol. 100, 

1969, 1175-1161). 

Exkretionen Elicitoren-haltiger Mikroorganismen sind aktiv abgegebene, durch 
Lysieren, "leaky machen", Extraktion mit uberkritischen verflussigten Gasen 
(z.B. Kohlendioxid) Oder Hitzesterilisation von Zellen in Nasser erhaltene 
Zellbestandteile . wasserlosliche oder durch Abfiltrieren Oder Abzentrifugieren 
der Organismen erhaltene Kulturbruhen. Oiese konnen bei Bedarf waiter aufge- 
reinigt werden, beispielsweise durch Extraktion lipophiler Substan 2 en. Adsorp- 
tion stark fSrbender Substanzen etc. 
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Es wurde bereits erwahnt, da8 die Anwendung von enzymfreien Elicitoren- 
haltigem Material von Bakterien zur Steigerung der leistung zur Synthese von 
Inhaltsstoffen hoherer Pflanzen experimentell belegt werden konnte; dies konnte 
eventuell fur die Anwendung pflanzlicher Zellkulturen zur Herstellung von 
Arzneimittelwirkstoffen von Bedeutung sein 1M.H. Zenk in: Pharmazie heute, JJH. 
1982, Band 3, 131-138). Grundsatzlich scheint es auch denkbar, da8 Elicitoren- 
haltiges Material von Bakterien auch zur Steigerung der Leistung zur Synthese 
-von Inhaltsstoffen in Kulturen tierischer Oder menschlicher Gewebe Oder Zellen 
dienen konnte. Oder in der Therapie - beispielsweise bei Wundbehandlungen - 
Anwendung finden konnte. 

Die nachfolgenden Ausf uhrungsbeispiele dienen zur naheren Erlauterung der 
Erfindung. 
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Beispiel 1 

Stimulation der Synthese von gefarbten Inhaltsstof fen ( Actinorhodin . Prodi- 
giosin) bei Streptomyces lividans (ATCC 19844) durch Zellwandpraparate . 

60 ml eines Nahrmediums bestehend aus 

103 g Saccharose 
10 g Glucose 

10,12 g Magnesiumchlorid-Hexahydrat 
0,25 g Kaliumsulfat 

0,1 g Casaminoacids (Oifco Labs, Detroit/USA) 

800 ml destilliertes Nasser 

werden sterilisiert (20 Minuten, 120° C) und mit folgenden frisch bereiteten 
Losungen steril supplementiert . 

t ml 0,5 Ziger Kaliumdihydrogen-Phosphat-Losung 
8 ml 3,68 Ziger Calziumchlorid-Dihydrat-Losung 
1,5 ml 20 Ziger L-Prolin-Losung 
10 ml 5,73 Ziger TES-Puffer-Losung (pH 7,2) 

0,2 ml Spurenelementen-Ldsung - enthaltend pro Liter 
40 mg Zink( II )-chlorid 
200 mg Eisen ( III ) -chlorid-Hexahydrat 
10 mg Kupfer (II ) -chlorid-Dihydrat 
10 mg Hangan( II ) -chlorid-Tetrahydrat 
10 mg Dinatriumtetraborat-Dihydrat 
10 mg Hexaammonium-heptamolybdat-Tetrahydrat 
0,5 ml 1 N-Natronlauge 
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Je 1,8 ml dieser Nahrlosung werden steril in die 24 jeweils 3 ml fassenden 
Kammern einer Polystyrol-hultischale (Multidish, Fa. Nunc, S200 Wiesbaden 12) 
eingebracht. Je 2 mg der auf Elicitor-Gehalt zu testenden Zellwandpraparate 
werden in bidestilliertem Wasser 20 Minuten bei 120° C sterilisiert und die 
erhaltenen Suspensionen den Kammern zugesetzt. 2 Kammern orhalten keihe Zu- 
satze, sie dienen als Kontrollen. In alien Kammern wird das Volumen einheitlich 
mit bidestilliertem Wasser steril auf 2 ml eingestellt. Jede Kammer wird iden- 
tisch mit 5 pi einer Sporensuspension von Streptomyces lividans (ATCC 19844) - 

steril beimpft. Die Inkubation des Versuchsansa tzes erfolgt aerob (Tablar- 
schuttler; 100 Umdrehungen pro Minute) bei 26° C. 

Nach 96 Stunden zentrifugiert man die Zellen ab, wascht sie mit physiologischer 
Kochsalzlosung, trocknet sie im Vakuum uber Kalziumchlorid und erhalt so die in 
der Tabelle aufgefuhrten Zellausbeuten . Die bei der Zentrif ugation erhaltenen 
Oberstande werden auf einen pH-Wert von 7 eingestellt, auf 4 ml mit Wasser 
verdunnt und ihre Absorptionspektren zwischen 180 und 800 nm ermittelt. Die 
relativen Mengen der synthetisierten gelosten Sekundarstof fe Actinorhodin und 
Prodigiosin werden naherungweise durch Wiegen der Absorptionsgipf el deir auto- 
matisch aufgezeichneten Spektren ermittelt. 

Die nachfolgende Tabelle 3 zeigt die in dieser Versuchsreihe erzielten 

Ergebnisse. 
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TABELLE 3 


Getestete Bakterien- 
zellwande von 

Trockenzell- 
ausbeute fma) 

Farbstoffgehalt 
rel. Absorntionseinheiten 

ohne (Kontrolle) 

22 

1 

B. ammoniagenes (ATCC 6672) 

25 

38 

B. glutamingenes (ATCC 13747) 

32 

24 

Ba. pumilus (ATCC 7061) 

34 

2 

B . linens (ATCC 19391) 

23 

1 

C. diphtheriae (Hass. 6) 

24 

34 

C. melassecola (ATCC 17965) 

26 

34 

C. glutamicum (ATCC 13032) 

43 

50 

C. lilium (ATCC 15990) 

33 

40 

Ce. cellasea (ATCC 14359) 

36 

2 

L. plantarum ( DSM 20174) 

32 

31 

S. aureus Stamm H 

44 

1 


B = Brevibacterium 
Ba= Bacillus 
C = Corynebacterium * 
Ce= Cellulomonas 
L = Lactobacillus 
S = Staphylococcus 
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Stimulation der Synthese von gefarbten Inhaltsstoffen I Actinorhodin , Prodigio- 
sin) bei Streptomyces lividans (ATCC 19844) durch Zellwandextrakte . 

Unter den Bedingungen des Beispiels 1 , jedoch unter Verwendung der Sterilfil- 
trate der in bidestilliertem Wasser 20 Minuten bei 120° C sterilisierten 2 mg 
Zellwandpraparate wird eine fast gleich Starke Stimulation der Farbstof f bildung 
bei Streptomyces lividans (ATCC 19844) erzielt, wie bei der Verwendung von 
Suspensionen dieser sterilisierten Zellwande. 


Bei spiel 

Stimulation der Synthese von gefarbten Inhaltsstoffen (Actinorhodin , Prodigio- 
sin) bei Streptomyces lividans (ATCC 19844) durch Zellextrakte . 

Unter den Bedingungen des Beispiels 2, jedoch unter Verwendung von je 20 mg 
Zellmasse anstelle von 2 mg Zellwandpraparat wird eine etwa gleich Starke 
* Stimulation der Farbstof f bildung erzielt, wie bei der Verwendung von Suspen- 
sionen der sterilisierten Zellwande. 

Beispiel 4 

Stimulation der Synthese von gefarbten Inhaltsstoffen bei Streptomyces coeli- 
color A3 (2) bzw. (ATCC 13 405). 

Unter den Bedingungen des Beispiels 1, jedoch unter Verwendung von Streptomyces 
coelicolor A3 ( 2 ) erzielt man eine deutliche Stimulation der Farbstof f bildung 
(wahrscheinlich ebenfalls Actinorhodin) bei diesem Bakterium. 
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Stimulation .jder Synthese von gefarbten Inhaltsstoffen bei Streptomyces 
griseoruber (DSM 40275). 

Unter .den Bedingungen des Beispiels 1, jedoch unter Verwendung von Streptomyces 
griseoruber (DSM 40275) erzielt man bei diesem Bakterium ebenfalls eine sehr 
deutliche Steigerung der Farbstoffbildung (vermutlich Anthracydin-Anti- 
biotika). 

JLeiMlaLS 

Stimulation der Synthese gefarbter Inhaltsstof f e bei Streptomyces purpurascens 
(DSM 40 310). 

Unter den Bedingungen des Beispiels 1 , jedoch unter Verwendung von Streptomyces 
purpurascens (DSM 40 310) erzielt man bei diesem Bakterium ebenfalls eine 
starke Steigerung der Farbstoffbildung (vermutlich ebenfalls Ahthracyclin-Anti- 
biotika ) . 

Beipiel 7 

Stimulation der Synthese gefarbter Inhaltsstof fe bei Streptomyces latericius 
(DSM 40 163). 

Unter den Bedingungen des beispiels 1, jedoch unter Verwendung von 
latericius (DSM 40 163) erzielt man bei diesem Bakterium ebenfalls 
fikante Steigerung der Farbstoffbildung. 


Streptomyces 
eine signi- 
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Beisoiel e 

Stimulation der Synthese gefarbter Inhaltsstoffe bei Streptomyces violaceus 
(DSM 40 082). 

(Jnter den Bedingungen des Beispiels 1 , jedoch unter Verwendung von Streptomyces 
violaceus ( DSH 40 082) erzielt man bei diesem Bakterium ebenfalls eine signi- 
fikante Steigerung der Farbstoff bildung. 

9 

Stimulation der Bildung von 0-Lactam-Antibiotika (Cephalosporins, Penicillin N) 
durch Streptomyces clavuligerus (ATCC 27064). 

5 g 3- (N-Morpholino )-propansulfonsaure (MOPS) 

3 V 5 g Dikaliumhydrogenphospha t 
0,6 g Magnesiumsulfat-Heptahydrat 
2 g L-Asparagin 
10 g Glycerin 

1 g Hefeextrakt (Oxid, Wesel, DE) 

1 ml Spurenelementsalz-Ldsung - enthaltend pro Liter 
1 g Eisent II )-sulf at-Heptahydrat 
1 g Mangan( II ) -chlorid-Tetrahydrat 
1 g Zinkchlorid-Heptahydrat 
1 g Kalziumchlorid 

werden mit destilliertem Wasser auf 1 Liter aufgefullt und sterilisiert (20 
Minuten; 120°). 
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Je 1,8 ml dieser Nahrlosung werden steril in 3 ml fassende Kammern einer 
sterilen Polystyrol-Multischale (Multidish; Fa. Nunc, 62 Wiesbaden 12) 
eingebracht. Je 2 mg der auf Elicitor-Aktivitat zu testenden Zellwandpraparate 
Oder 10 mg der zu testenden Zellen werden als in bidestilliertem Wasser steri- 
lisierte (20 bzw. 45 Minuten 120° C) homogene Suspensionen zugesetzt. Zwei 
Kammern, die als Kontrolle dienen, erhalten keine Zusatze. In alien Kammern 
wird sodann das Volumen einheitlich mit bidestilliertem Wasser steril auf 2 ml 
eingestellt. Jede Kammer wird identisch mit 5 pi einer Sporensuspension von 
Streptomyces clavuligerus (ATCC 27064) beimpft. 

Die Inkubation der Versuchsreihe wird unter aeroben Bedingungen (Tablar- 
schuttler ; 160 Umdrehungen pro Minute) bei 26° C vorgenommen. Die Inkubations- 
zeit betragt 24-48 Stunden. 

Die Antibiotikumbildung wird im Vergleich mit den Kontrollen mit Hilfe des 
Plattendif fusionstests uberpruft. Die in Sof t-Nahragar suspendierten Detektor- 
organismen sind Micrococcus luteus bzw. Bacillus subtilis (10 6 Zellen pro ml), 
Auf Standardfilterplattchen (0,9 cm Durchmesser) werden jeweils 25 pi zentrifu- 
gierte (48.000 k g) Kulturbruhe aus den Testkammern appliziert. Nach einer 
Diffusionszeit von 4 Stunden bei 4° C wird der Biotest fur 24 Stunden bei 30° C 
inkubiert. 

Bei den Kulturen. die unter Zusatz abgetoteter Zellen von Brevibacterium flavum 
ATCC 13826, oder von Zellwandpraparationen dieses Bakteriums beziehungsweise 
von Zellwandpraparationen von Corynebacterium diphtheriae (Stamm Mass. *8) ange- 
zuchtet wurden. zeigten eindeutig vergroflerte Hemmhofe im Vergleich zu den 
Kontrollen eine vermehrte Bildung von 0-Uctam-Antibiotika (Penicillin N, 
Cephalosporine) durch Streptomyces clavuligerus an. 
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Stimulation der Bildung von Alkaloiden (Sanguinarin, Chelirubin, Marcarpin und 
Chelerythrin) durch Kulturen von Eschscholtzia callfornica. 

In 24 1 ml Kammern einer Polystrol-Multischale (Fa. Nunc, 6200 Wiesbaden 12) 
warden unter den von J. Berlin et. al. (Z. Naturforsch . 1983, 346-352) als 
optimal beschriebenen Bedingungen jeweils Gewebekulturen von Eschscholtzia 
californica angezuchtet. Eine der Kammern bleibt ohne weiteren Zusatz als 
Kontrolle, eine Kammer erhalt 266 mg/1 hitzeextrahierten und ethanolgef allten 
Hefeelicitor (hergestellt nach Kocourek J. and Ballou, C.E., J. Bacteriol 100. 
1969, 1175-1181), die ubrigen je 266 mg/1 Zellwandprapara t der Bakterien, die 
in Tabelle 3 aufgefuhrt sind. Dann werden die Kulturen 72 Stunden lang bei 24°C 
inkubiert und anschlieBend der Alkaloidgehalt der Kulturen photometrisch er- 
mittelt, wobei der durch den Hefeelicitor induzierte Alkaloidgehalt als 100 Z 
gewertet wird. 

Die nachfolgende Tabelle 4 zeigt die in dieser Versuchsreihe erzielten 
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TABELLE 4 


Getestete Bakterien- 

ZBllwanrfS . 

Brevibacterium butanicum ATCC 21196 
Brevibacterium flavum ATCC 13026 
Brevibacterium flavum ATCC 14067 
Brevibacterium glutamingenes ATCC 137 
Brevibacterium lactofermentum ATCC 13655 
Brevibacterium ammoniagenes ATCC 6072 
Corynebacterium hydrocarboclastum ATCC 15592 
Corynebacterium nephridii ATCC 1 1425 
Corynebacterium paurometabolum ATCC 8360 
Corynebacterium lilium ATCC 15990 
Corynebacterium striatum ATCC 6940 
Corynebacterium petrophilum ATCC 19080 
Corynebacterium xerosis ATCC 373 
Corynebacterium diphtherias Stamm Mass. 8 
Rhodococcus fasciens ATCC 12975 
Rhodococcus fascians 1 

Isolat von Prof. Or. Stolp , Univ. Bayreuth 

Rhodococcus fascians 2 

Is p.lat ypn Prof, Hr, stolp. Univ. Bayreuth 


l Elicitoraktivitat 


19 

16 

30 

113 

43 

40 

8 

123 

16 

108 

17 

0 

102 

137 

27 

11 

7 
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Beispiel 11 

Stimulierung der Bildung von Indolalkaloiden (Vallesiacotamin) in Kulturen von 
Rauvolfia serpentina. 

Die Suspensionskultur von Rauvolfia serpentina (Stockigt, 3., A. Pfitzner and 
J. Firl: Plant Cell Rep. J., 3G-39 (1981) wird in Linsmaier und Skoog 
( LS ) -Medium (Physiol. Plantarum JJL, 100-127 (1965) auf Rota tionsschuttlern MOO 
Umdrehungen pro Minute) bei 23° C und Oauerlicht (600 Lux) kultiviert. Zur 
Elicitierung werden 200 g Zellfrischgewicht/1 LS-Medium angeimpft. Als Elici- 
toren-haltige Fragmente von Mikroorganismen werden Zellwandprapara te der in der 
Tabelle 4 aufgefuhrten Bakterien in einer Konzentration von 130 mg/1 Medium 
verwendet. 

Nach einer Inkubation von 5 Tagen hat sich sowohl in den elicitierten Kulturen 
als auch in den Kontrollen die Zellmasse verdoppelt. Die Zellen werden geerntet 
und mit Methanol extrahiert. 

Die Menge des Indolalkaloids Vallesiacotamin wird uber eine HPLC-Auf trennung 
der Extrakte bestimmt. Wahrend die unbehandelten Kontrollkulturen nur 1,16 mg/1 
Medium enthalten, betragt die Ausbeute bei den elicitierten Kulturen maximal 
5B mg/1 . Dies entspricht einer Steigerung urn das 50-fache durch den Elicitor. 

teigPAPl 12 

Stimulierung der 1 7-Ketosteroid-Reduktase-Aktivitat von Rhodptorula glutinis 
IFO 0389. 

a) Ein 2 1 Erlenmeyerkolben mit 500 ml sterilem Nahrmedium enthaltend 
5 t Glucose-Monohydrat 
2 Z Cornsteep liquor 
-eingestellt auf pH 6,5 

wird mit einem Abstrich aus einer Schragagarkultur von Rhodotorula glutinis 
IFO 0389 beimpft und 40 Stunden lang bei 30° C mit 190 Umdrehungen pro 
Minute angezuchtet. 



WO 89/06687 ^ % 


PCT/EP89/00015 


b) Ein 500 ml Erlenmeyerkolben mit 100 ml sterilen Nahrmediums enthaltend 
1 Z Cornsteep liquor 

5 Z Nurupan*^ (Hersteller Nurupan GmbH, 4000 Dusseldorf 1; DE) 

1 Z Metarin (RJ (Hersteller Lucas Meyer; 2000-Hamburg 28; DE) 

- eingestellt auf pH 6,2 - 

wird mit 10 ml der gemafl Beispiel 12a hergestellten Rhodotqrula-Vorkultur 
beimpft und 7 Stunden lang bei 30° C und 180 Umdrehungen pro Minute 
angezuchtet. 


Danach setzt man der Kultur 10 mg 3-Hydroxy-1 ,3 ,5( 10) ,7-estratetraen- 1 7-on 
zu und fermentiert weitere 210 Stunden lang. Dann extrahiert man die Kultur 
mit Hethylisobutylketon, engt den Extrakt ein und reinigt das erhaltene 
Rohprodukt durch Chromatographie uber eine Kieselgelsaule. Man erhalt so 
5,9 mg 1 , 3 , 5 ( 1 0 ) , 7-Estratetraen-3 . 1 7a-diol * 59 l der Theorie. 


c) Unter den Bedingungen des Beispiels 12b werden 10 mg 3-Hydroxy-1 , 3 , 5( 10) , 7- 
estratetraen-1 7-on mit einer Kultur von Rhodotorula glutinis -fermentiert, 
jedoch mit dem Unterschied, daB man dieser Kultur unmittelbar vor der 
Substratzugabe 5 ml einer sterilen Suspension von 50 mg einer Zellwandpra- 
paration von Bacillus licheniformis (ATCC 9945) in Wasser zusetzt. Nach Auf 
arbeitung der Kultur erhalt man 6,8 mg 1 , 3 , 5( 10) , 7-Estratetraen-3 , 17-diol = 
68 Z der Theorie. 


Beispiel 13 

Stimulierung der Steroid-A 1 -Dehydrase-Aktivitat von Bacillus lentus 
(ATCC 13805). 



• 


• 
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a) Ein 2 1 Erlenmeyerkolben mit 500 ml steriler Nahrldsung enthaltend 
0,5 l Cornsteep liquor 

0,05 l Glucose-Monohydrat 
0,1 l Hefeextrakt 
- eingestellt auf pH 7,0 - 

wird mit einer Abschwemmung von Bacillus lentus (ATCC 13 805) beimpft und 40 
Stunden lang bei 30° C mit 190 Umdrehungen pro Minute geschuttelt. 

b) Ein 500 ml Erlenmeyerkolben mit 100 ml steriler Nahrldsung enthaltend 
3,0 t So japuder 

0,5 l Cornsteep liquor 
0,1 l Hefeextrakt 
0,05 */ Glucose-Monohydrat 
-eingestellt auf pH 7,3 - 

wird mit 10 ml der Bacillus lentus Vorkultur beimpft und 7 Stunden lang bei 
30° C mit 100 Umdrehungen pro Minute geschuttelt. Dann setzt man der Kultur 
eine sterilfiitrierte Losung von 40 mg ea.Sa-Difluor-lia.ITa-dihy- 
droxy- 1 6a-methyl-4-pregnen-3 , 20-dion in 4 ml Dimethylformamid zu und inku- 
biert weitere 41 Stunden lang. 

Dann extrahiert man die Kultur mit Methylisobutylketon , engt den Extrakt im 
Vakuum ein und reinigt den Ruckstand durch Chromatographic uber eine 
Kieselgelsaule . Man erhalt so 16 mg 6a # 9a-Difluor-1ie,17o-dihydroxy-16a- 
methyl- 1 , 4-pregnadien-3 , 20-dion (= 40 t der Theorie). 

c) Unter den Bedingungen des Beispiels 13b werden 40 mg 6a, 9a-Difluor- 1 18 , 1 7a- 
dihydroxy-1 6a-methyl-4-pregnen-3 , 20-dion mit einer Kultur von Bacillus 
lentus fermentiert, jedoch mit dem Unterschied, da6 man dieser Kultur un- 
mittelbar vor der Substratzugabe 5 ml einer sterilen Suspension von 50 mg 
Zellwandpraparation von Corynebacterium diphtheriae (Stamm Mass. 8) in 
Wasser zusetzt. Nach Aufarbeitung der Kultur erhalt man 21 mg 6a,9a-Difluor- 
1 18, 1 7a-dihydroxy- 1 6a-methyl- 1 , 4-pregnadien-3 , 20-dion (= 52,5 l der 
Theorie). 
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Stimulierung der Bildung von Alkaloiden ( Lysergsaureamid und Isolysergsaure- 
amid) von Claviceps paspali (ATCC 13895) . 

a) Ein 500 ml Erlenmeyerkolben mit 50 ml einer sterilen Nahrlosung enthaltend 

4 Z Sorbit (technisch rein) 

1 Z Glucose-Monohydrat 

2 l Bernsteinsaure 

0,6 Z Ammoniums ulf at 

0,5 Z Hefeextrakt (0ifco (R) der Difco Labs. Detroit/USAJ 
0,1 Z Kaliumdihydrogenphosphat , 

0 , 03Z Magnesiumsulf at-Heptahydrat 

- eingestellt mit Natronlauge auf pH 5,2 - 

wird mit einer auf -70° C tiefgef rorenen Kultur von Claviceps paspali (ATCC 

13895) beimpft und 5 Tage lang bei 24® C und 240 Umdrehungen pro Hinute 
geschuttelt. 

b) Ein 500 ml Erlenmeyerkolben mit 50 ml einer sterilen Nahrlosung enthaltend 

8 Z Sorbit (technisch rein) 

6 Z Bernsteinsaure 

0,9 Z Ammoniumsulf at 

0,1 Z Calziumnitrat-Tetrahydrat 

0,05 Z Dikaliumhydrogenphosphat 

0,03 Z Magnesiums ulf at- Heptahydrat 

0.02 Z Hefeextrakt (Difco ,R) der Oifco Labs., Detroit/USA) 

0,0007 Z Eisen ( I I ) - s ulf a t- Hepta hydra t 
0,0006 Z Zinksulfat-Heptahydrat 

- eingestellt rait Natronlauge auf pH 5,2 - 

wird mit 5 ml Vorkultur von Claviceps paspali beimpft und 250 Stunden lang 
bei 24° C mit 240 Umdrehungen pro Hinute geschuttelt. 
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Oann setzt man der Kultur soviel Natronlauge zu, daB ein pH-Wert von 
mindestens 10 erreicht is t, extrahiert mit Methylisobutylketon , engt die 
Extrakte im Vakuum ein und reinigt sie durch Chromatographie uber eine 
Kieselgelsaule . 

Man erhalt so 35 mg eines Gemisches aus Lysergsaureamid und 
Isolysergsaureamid (Ausbeute 700 mg/1 Kultur). 

c) Unter den Bedingungen der Beispiele 14b f wird eine Kultur von Claviceps 
paspali angezuchtet , jedoch mit dem Unterschied, daB man der Kultur nach 72 
Stunden 5 ml einer sterilen Suspension von 25 mg Zellwandpraparation von 
Lactobacillus casei subsp. rhamnosus (ATCC 7469) in Wasser zusetzt. Nach 
Aufarbeitung der Kultur erhalt man 45 mg eines Gemisches aus Lysergsaureamid 
und Isolysergsaureamid (Ausbeute 900 mg/1 Kultur). 

AgiS&je LJ l 

Stimulierung der 1 5a-Hydroxylase-Aktivitat von Penicillium raistrickii (ATCC 
10490). 

a) Ein 2 1-Erlenmeyerkolben mit 500 ml sterilem Nahrmedium enthaltend 

3 t Glucose-honohydrat 

1 X Cornsteep liquor 

0,2 l Natriumnitrat 

0,05 l Magnesiumsulfat-Heptahydrat 

0,05 7. Kaliumchlorid 

0,002 7 Eisen ( I I ) -sulfa t-Hexa hydra t 

0,1 7 Kaliumdihydrogenphosphat 

0,2 l Dikaliumhydrogenphosphat 


-eingestellt auf pH 6,0- 
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wird mit einem Abstrich aus einer Schragagarkultur von Penicillium 
raistrickii (ATCC 10490) beimpft und 48 Stunden lang bei 30° C mit 180 
Umdrehungen pro Minute angezuchtet. 

b) Ein 500 nil-Erlenmeyerkolben mit 100 ml sterilem Nahrmedium enthaltend 


1 

Z 

Cornsteep liquor 

3 

l 

Glucose-Monohydrat 

0.1 

% 

Kaliumdihydrogenphosphat 

0,2 

l 

Dikaliumhydrogenphosphat 

0,05 

l 

Magnesiumsulfa t-Heptahydrat 


-eingestellt auf pH 6,0- 

wird mit 10 ml der geraaB a) hergestellten Penicillium-Vorkultur beimpft. 

Danach setzt man der Kultur 300 mg 1 3-Ethyl-4-gonen-3 f 17-dion zu und fermen- 
tiert 120 Stunden bei 30° C mit 180 Umdrehungen pro Minute. 

Dann extrahiert man die Kultur mit Hethylisobutylketon, engt den Extrakt ein 
und reinigt das erhaltene Rohprodukt durch Chromatographic uber eine Kiesel- 
gelsaule. Man erhalt so 180 mg 1 3-Ethyl- 1 5a-hydroxy-4-gonen-3 , 17-dion . 

c) Unter den Bedingungen von b) werden 300 mg 1 3-Ethyl-4-gonen-3 , 1 7-dion mit 
einer Kultur von Penicillium raistrickii fermentiert, jedoch mit dem 
Unterschied, daB man dieser Kultur unmittelbar vor der Substratzugabe 5 ml 
einer sterilen Suspension zugibt, die 50 mg einer Zellwandpraparation 
von Corynebacterium diphtheriae (Stamm Mass. B) in Wasser enthalt. Nach 
Auf arbeitung der Kultur erhalt man 210 mg 1 3-Ethyl- 1 5a-hydroxy-4-gonen- 
3, 17-dion. 
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Pnentansprtiche 


1. Verfahren zur Steigerung von Enzym-Aktivitaten und der Syntheseleistung von 
Organismen, dadurch gekennzeichnet f daB man dieselben mit inaktivierten Eli- 
citoren-haltigen Mikroorganismen, Fragmenten derselben Oder Exkretionen Eli- 
citoren-haltiger Mikroorganismen in Kontakt bringt, mit der MaBgabe, dafi man 
zur Steigerung von Enzym-Aktivitaten und der Syntheseleistung nichtmikro- 
bieller Organismen inaktivierte. Elicitoren-haltige Bakterien, Fragmente der- 
selben oder Exkretionen Elicitoren-haltiger Bakterien verwendet. 

2. Verfahren zur Steigerung von Enzym-Aktivitaten und der Syntheseleistung von 
Mikroorganismen gemaB Patentanspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB man 
dieselben mit inaktivierten Elicitoren-haltigen Mikroorganismen, Fragmenten 
derselben oder Exkretionen Elicitoren-haltiger Mikroorganismen in Kontakt 
bringt. 

.3. Verfahren zur Steigerung der Syntheseleistung von Mikroorganismen gemaB 

Patentanspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daB man zur Farbstof f bildung , zur 
Alkaloidbildung oder zur Antibiotikabildung befahigte Bakterien, Pilze und 
Hefen mit inaktivierten Elicitoren-haltigen Bakterien, Pilzen oder Hefen, 
Fragmenten derselben Oder Exkretionen dieser Mikroorganismen in Kontakt 
bringt. 

4. Verfahren zur Steigerung von Enzym-Aktivitaten von Mikroorganismen gemaB 
Patentanspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daB man zur Steroidtransformation 
befahigte Bakterien, Pilze oder Hefen mit inaktivierten Elicitoren-haltigen 
Bakterien, Pilzen oder Hefen, Fragmenten derselben oder Exkretionen dieser 
Mikroorganismen in Kontakt bringt. 

5. Verfahren zur Steigerung der Syntheseleistung von Organismen gemaB 
Patentanspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB man Zellkulturen von zur 
Farbstof fsynthese, zur Alkaloidsynthese oder zur Phytoalexinsynthese 
befahigten hoheren Pflanzen mit inaktivierten Elicitoren-haltigen Bakterien, 
Fragmenten derselben oder Exkretionen dieser Bakterien in Kontakt bringt. 
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6. Verfahren zur Steigerung von Enzym-Aktivitaten und der Syntheseleistung von 
Organismen gemafi Patentanspruch 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet , das man 
dieselben mit in Wasser hitzesterilisierten Elicitoren-haltiger Hikroorga- 
nismen f Oder mit Filtraten derselben in Kontakt bringfc. 
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